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RESUMEN

Objetivo/antecedentes. El objetivo de esta investigacion fue identificar el agente
causal de la pudricion del rizoma del esparrago, asi como evaluar distintos métodos
de inoculacion y la severidad de los aislados.

Materiales y métodos. El muestreo se realizd en cinco parcelas productoras Aten-
co, Edo. de México. Se seleccionaron cinco aislados de Fusarium spp. (una por
parcela) para realizar las pruebas de patogenicidad. Se seleccionaron tres aislados
por sus caracteristicas de colonizacion para las pruebas de severidad con diferentes
métodos de inoculacidon: Inmersidon por 12 h, inmersion por 30 min e inoculacion
por contacto de papel absorbente embebido en 1 mL de indculo. Se emplearon con-
centraciones de 1x10° de conidios mL!. Se utilizaron 10 rizomas por tratamiento
y 10 rizomas sin inocular. Para determinar la severidad, se analizaron fotografias
(en GIMP®) del rizoma a los siete dias después de la inoculacion. Los aislados se
identificaron molecularmente con ITS4/ITSS, EF688/EF1521 y TUBT1/BT2B.

Resultados. Se identifico morfologica y molecularmente a Fusarium prolifetatum
en los tres aislados. El aislado P3DR fue el mas severo (14.6%), seguido de PSDR
(13.9%) y P1SIR (11.6%).

Conclusion. El método de inoculacion mas efectivo fue el de inmersion por 30
min. Se registraron en el Banco de Genes del NCBI con accesiones ON738484
(P3DR), ON973801 (P5DR) y ON738483 (P1SIR). Este es el primer reporte de £
prolifetatum en el Edo. de México.
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INTRODUCCION

El esparrago (Asparagus officinalis) es una hortaliza que tiene su centro de ori-
gen desde Europa Del Este, Caucaso y Siberia (Faostat, 2019). Sin embargo, en
México, es una hortaliza captadora de divisas, ya que casi el 90 % de la produccioén
se exporta a Estados Unidos de Norteamérica y Europa. El valor econdomico de la
produccién nacional en el 2018 ascendié a 7,723 millones de pesos, al producirse
206,225 t (SIAP, 2020). Sonora (129,808 t), Guanajuato (27,146 t), Baja California
(27,070 t), Baja California Sur (16,917 t) y Querétaro (5,284 t) son los principales
productores de esta hortaliza y concentran el 99% de la oferta de exportacion na-
cional (SIAP, 2022).

El esparrago es una planta perenne, diploide monocotiledonea, cuya parte co-
mercial son los turiones que se desarrollan de yemas situadas en la parte apical del
rizoma (Moreno-Pinel ef al., 2021). Una vez que los turiones alcanzan una longitud
comercial se cortan con una cuchilla, haciendo una incision entre la base del turion
y el rizoma generando heridas en la planta con vulnerabilidad de entrada de pato-
genos (Moreno-Pinel et al., 2021). Dentro del género Asparagus s6lo esta especie
es de importancia economica (Faostat, 2019).

A pesar de su importancia, el cultivo es afectado en todas sus etapas fenologicas
por la pudricion del rizoma causado por especies del género Fusarium. La inci-
dencia de este patogeno se refleja en el desarrollo de turiones (Quilambaqui et al.,
2004). Fusarium proliferatum es la especie de mayor importancia que se ha repor-
tado como patégeno de presencia mundial y su importancia radica en la severidad
con la que ataca el rizoma de genotipos susceptibles (Elmer, 1996; Moreno-Pinel
et al., 2021). Adicionalmente, Fusarium spp. se ha reportado como productor de
toxinas presentes en turiones comercializables de esparrago. La presencia de estas
toxinas de tipo Fumonisinas B1, B2 y B3 suponen un riesgo para la salud humana
presente en turiones producidos en plantas enfermas (Seefelder et al., 2002; Liu et
al., 2007).

En el nucleo ejidal del municipio de Atenco, Edo. de México, el cultivo de espa-
rrago ha tomado gran auge debido a su rentabilidad y adaptacién a las condiciones
edafoclimaticas de la zona. Actualmente, el cultivo se distribuye en 20 hectareas,
todas ellas con diferentes edades de plantacion, niveles tecnoldgicos y manejo; sin
embargo, en todas las zonas productoras se han presentado problemas de pudricion
del rizoma derivando en pérdidas econdmicas directas a los productores. Atenco
es una region con posibilidad de expandir el cultivo de esparrago y debido al in-
cremento de la incidencia de esta enfermedad, se plante6 el presente trabajo con
el objetivo de identificar el agente causal de la pudricion del rizoma del esparrago,
evaluar la patogenicidad con distintos métodos de inoculacion y evaluar la severi-
dad de los aislados obtenidos.
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Colecta de tejido vegetal. Se realizé un muestreo dirigido a cinco plantas por
parcela (cinco parcelas) que presentaban sintomas de declinamiento, marchitez y
amarillamiento en etapa fenoldgica de floracidn-fructificacion ubicadas en el mu-
nicipio de Atenco, Edo. de México. La colecta se realizé con una pala desinfestada
con alcohol al 70%, desenterrando parcialmente el rizoma y cortando de 5 a 10 cm
de diametro aproximadamente. Todos los sitios de muestreo tuvieron las mismas
variables genotipicas y tecnificacion baja. Se utilizé un navegador GPS portatil de
la marca Garmin en Reach Explorer®, para georreferenciar cada punto de muestreo.
Las muestras fueron etiquetadas, registradas con un I.D. (Cuadro 1), empacadas
en bolsas de polipapel y transportadas en hielera para su procesamiento en un la-
boratorio de Fitosanidad - Fitopatologia, del Colegio de Postgraduados Campus
Montecillo, Edo. de México.

Cuadro 1. Parcelas de esparrago muestreadas con sintomas de declinamiento y marchitez con
tecnologia baja (riego por gravedad y sin acolchado), manejo agrondémico no orgéani-
co y etapa fenologica floracion-fructificacion, en Atenco, Edo. de México.

L.D. Predio Coordenadas Edad (afios) Genotipo
P1SIR San Indalecio ;z: 22: ij\i 3 Sulken
P2DR Diamante 9135 ;2: ?J\I;I] 5 Sulken
P3DR Diamante 913: ;’2,’,’ ?g \I;Iv 6 Sulken
P4DR Diamante 912: 532: ?53 \I;J/ 6 Sulken
P5DR Diamante ;zz 22: ig\i 6 Sulken

Aislamiento y purificacion. Los tejidos de rizoma se lavaron con agua desmine-
ralizada estéril para eliminar exceso de suelo. Cada muestra de rizoma se cortd
en trozos de 1 x 1 cm con un bisturi previamente desinfestado con la ayuda de un
microscopio de la marca Iroscope® YZ-6. Posteriormente el tejido se desinfesto
con hipoclorito de sodio al 1% durante 2 min; se lavd con agua desmineralizada
estéril tres veces y se transfirio a cajas Petri con Papa-Dextrosa-Agar (PDA) Difco
Laboratories®. Por cada planta (cinco plantas por parcela), se sembraron seis trozos
de rizoma por caja. Las cajas Petri se incubaron durante dos dias a 28 °C en una
estufa de cultivo Riossa®” Serie-33. Cuando se observo crecimiento micelial se pro-
cedio6 a purificarlos por el método de punta de hifa a cajas Petri nuevas con medio
PDA. Del crecimiento micelial por punta de hifa se procedio a obtener cultivos
monospoéricos. Mediante el raspado con una aguja de diseccion curva se transfirid
el crecimiento micelial de punta de hifa a un tubo Falcon de 50 mL con agua
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desmineralizada estéril, se agité con Vortex WiseMix® y se contabilizaron los co-
nidios con un hematocitdmetro Neubauer. Posteriormente se realizaron diluciones
hasta 1 x 10° conidios mL™. De la tltima suspension se tomaron 100 uL, los cuales
se vertieron en una caja Petri con PDA y se distribuy6 con un asa Digralsky estéril,
se incubo a 28 °C, hasta observar crecimiento micelial individual para obtener cre-
cimientos monosporicos.

Identificacién morfologica. La identificacion morfologica se realizé con ayuda
de claves taxonomicas reportadas por Leslie y Summerell (2006) y Booth (1988).
Los aislados se sembraron en medio de cultivo Clavel-Agar para la produccion de
macroconidios. Posteriormente, se realizaron preparaciones fijas para observarlas
bajo el microscopio compuesto (Velab VE-B2 de 10x y 40x) integrado al Programa
Motic Images Plus v2.0. Se determino coloracién micelial, asi como la morfologia
y morfometria conidial en 60 conidios por aislado con edad de 7 dias después de
siembra.

Pruebas de patogenicidad. Las inoculaciones se realizaron en plantulas de espa-
rrago del genotipo Sulken de tres meses de edad. Se inocularon cinco aislados de
Fusarium spp. a una concentracion de 1x10° conidios mL™! con tres repeticiones
por tratamiento. De cada aislado se tuvieron rizomas sin inocular (testigos). Se
establecieron tres métodos de inoculacion:

Inmersion en tubos de ensayo 1. Se sumergio la zona radical de las plantulas en
tubos de ensayo con 50 mL de 1 x 10° de suspension conidial durante 30 min. (Mo-
dificado de Farahani-Kofoet et al., 2020).

Inmersion en tubos de ensayo 2. Se realizd la misma metodologia previamente
mencionada, pero en un volumen de 10 mL de suspension conidial y se introdujo
el rizoma durante 12 h.

Inoculacion mediante papel absorbente. Circulos de 5 mm de diametro de papel
filtro Whatman No. 4 se embebieron en una suspension de conidios de 1 x 10° du-
rante 2 min. Posteriormente, se procedid a colocar los circulos de papel filtro sobre
la zona apical del rizoma sin herida.

Los rizomas se evaluaron a los 7 dias después de la inoculacidon. Posteriormente,
se observo la colonizacion en microscopio estereoscopico y se reaislaron solo tres
aislados que por sus caracteristicas de colonizacion se evaluaron para determinar
severidad.

Evaluacion de severidad. Se siguié la misma metodologia de inoculacién pre-
viamente mencionado, con 10 repeticiones por tratamiento y testigo. Se realizo
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un registro fotografico de la zona mas afectada de cada repeticion. Las imagenes
fueron capturadas con una camara Canon® (Réflex EOS REBEL T7 de 20.2 mp).
Un total de 120 fotografias se procesaron en GIMP® v2.10, para cuantificar area
total en pixeles (At) y area dafiada (Ad) para determinar severidad. El porcentaje de
severidad se obtuvo con la formula:

(4d) (100)
At

Severidad =

Los datos se analizaron mediante un ANOVA en el programa SAS 9.4 para de-
terminar el aislado mas severo y el método de inoculacién mas efectivo de acuerdo
al analisis de medias por el método de LSD de Fisher (Abramoft et al., 2004).

Identificacion molecular y analisis filogenético. Se realizo la extraccion de ADN
de tres aislados mediante la técnica de CTAB al 2% (Minas et al., 2011). Se deter-
mino la concentracion y pureza de los acidos nucleicos por espectrofotometria con
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific 2000, EE. UU.). La confirmacién de la
especie se realizé molecularmente por PCR con los iniciadores ITS 4/ITSS, EF688/
EF1521 y TUB T1/BT2B (Cuadro 2) en un termociclador T-100 (BioRad) con un

Cuadro 2. Iniciadores utilizados, secuencia, region del gen amplificado, tamafio de amplicon y condiciones de PCR

para identificacion genomica de especies de Fusarium.

Iniciador

Secuencia Region pb Condiciones PCR Referencia

ITS 4
ITS 5

FE688
FE1521

TUBTI1
BT2B

1D: 95 °C 4 min

Region 35 cycles
, esparcidora D: 95 °C Imin
5"-TCCTCCGCTTATTGATAT . o . .
5" GGAAGTAAAAGTCGTAAC mtema. 565 A:58°C lm.m White et al., 1990
transcrita E: 72 °C 2min
rRNA EF:72 °C 10 min

ID: 95 °C 3 min

35 cycles
Factor de D:95°C35s
5’-CGGTCACTTGATCTACAA elogancia de A: 59 °C 55s
5'-CCTCGAACTCACCAGTAC traduccion 630 £. 72 5C 1:30 min Alves et al., 2008
1-a EF:72 °C 10 min
ID: 95 °C 5 min
35 cycles
. D:95°C 1 min ,
5’ AAYATGATIACIGGIGCIGCI f,ﬁ:ﬂ;“a o Ai58°C 1 min (; Dlorl“g‘gg
5"-ACCCTCAGTGTAGTGACC ! E: 72 °C 1:30 min eras

constitutiva EF:72 °C 5 min

“Desnaturalizacion inicial (DI), Desnaturalizacion (D), Alineamiento (A), Extension (E) y Extension final (EF).
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volumen final de muestra de 15 uL integrada por: 7.86 puL de agua HPLC, 3 pL de
5X de buffer PCR, 0.6 pL. de dNTP’s, 0.18 uL de los iniciadores (10 uM) (Sigma-
Aldrich, EE. UU.), 3 uL de DNA genémico (20 ng) y 0.18 uL (2U) de GoTaq®
ADN polimerasa (Promega, EE. UU.) (Cuadro 2). Los fragmentos amplificados
se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % tefiidos con bromuro de
etidio y se visualizaron con luz UV en un fotodocumentador (UVP, Biolmaging
Systems, Epi Chemi II Darkroom). Los productos de PCR se enviaron a secuenciar
Macrogen®, Corea. Las secuencias se limpiaron y editaron con el programa BIO-
EDIT® para compararlos en la base de datos del Centro Nacional de Informacion
Biotecnologica (NCBI).

Para el analisis filogenético se realiz6 una clasificacidén con el método UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic) utilizando los parametros estan-
dares de MEGA 1. Las secuencias de F. verticillioides (EU364864.1) y F. fujikuroi
(CP023090.1) se seleccionaron como especies de referencia para la construccion
del arbol filogenético.

Identificacion morfolégica. Los sintomas observados en campo fue una marchi-
tez y amarillamiento generalizado (Figura 1 A-B). Al realizar un corte transversal
de la parte basal del tallo se observd necrosis y taponamiento de haces vasculares
(Figura 1 D-F). En todas las siembras de tejido del rizoma de las cinco parcelas,
se observaron crecimiento similar, por lo que se selecciono6 un aislado por predio.
En medio PDA, los aislados P1SIR y P5SDR fueron de crecimiento radial con tona-
lidades blanco - amarillo en el anverso y tonalidades amarillo café en reverso. El
aislado P3DR se observo micelio de tonalidad blanco con caracteristicas algodono-
sas y crecimiento radial. A los 10 dias después de la siembra en todos los aislados
se visualizo la presencia de monofialides y polifidlides, asi como falsas cabezas o
agregados de microconidios con base aplanada, de igual manera se observaron ca-
denas de microconidios y sin presencia de clamidosporas. Los macroconidios pro-
liferaron en medio Clavel-Agar donde la morfometria fue de 26.47 um x 4.43 pm
(P1SIR), 25.97 x 4.92 um (P3DR) y 26.21 pm x 4.76 pm de largo y ancho (PSDR).
Todos los macroconidios presentaron célula apical curva y célula basal en forma
de pie, con tres a cinco septos. De acuerdo con Leslie y Summerell (2006) y Booth
(1988), este hongo cumple con las caracteristicas de Fusarium proliferatum, repor-
tandose como parasito facultativo ocasionando sintomas similares a los reportados
por Seefelder et al. (2002) y Liu et al. (2007).

Identificacion molecular. Los productos resultantes de la extraccion de ADN ob-
tuvieron umbrales de concentracion de 186.8 - 544 ng L' y pureza 1.38 - 2.22
nm. El alineamiento de las tres secuencias en el banco de genes (GenBank) del
NCBI confirm¢ la identificacion de F. proliferatum con un 99 - 100% de homo-
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Figura 1. Sintomas de marchitez en cultivo de esparrago de 6 afos de edad. A) Parcela de esparrago con sintomas de
declinamiento generalizado; B) Planta con sintomas de marchitez generalizada; C) Planta con sintomas de
marchitez inicial; D) Pudricién de rizoma causada por Fusarium proliferatum; E) Parte basal del tallo con
sintomas de ahogamiento; F) Parte basal del tallo con taponamiento de haces vasculares.

logia. Los aislados se registraron en el GenBank con las accesiones ON738483
(P1SIR), ON738484 (P3DR) y ON973801 (PSDR). La presencia y prevalencia de
F. proliferatum como principal patdogeno en esparrago se ha reportado en los prin-
cipales estados productores de esta hortaliza (Quilambaqui et al., 2004; Camacho-
Aguidiga et al., 2016). La incidencia de este patogeno en el rizoma, asi como su
prevalencia en areas de produccion en el municipio de Atenco, puede deberse a la
movilizacion de material propagativo para el establecimiento de nuevas parcelas
productoras de esparrago.

Gonzalez-Cruces et al., 2024. Vol. 42(1): 2. 7
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Por otra parte, la construccion del arbol filogenético permitid agrupar las tres
secuencias en un grupo de acuerdo con la homologia en ellas, y dejé como cla-

do externo la secuencia de F. verticillioides (EU364864.1). Esta especie estuvo

distante del nodo principal de F. proliferatum de modo contrario que F. fujiku-
roi (CP023090.1), el cual se present6 en el mismo clado (Figura 2). La distancia
y organizacion entre clados coincide con lo propuesto por Aoki ef al. (2014) y

Mendoza-Ramos ef al. (2021); ya que, en el arbol filogenético que estos autores

presentaron, F. proliferatum pertenece al complejo F fujikuroi. Sin embargo, es
necesario remarcar que £ proliferatum conforma un grupo evolutivo diverso, por
lo que podrian requerirse estudios complementarios (Leslie y Summerell, 2006).

Fugarium prolferatum B

|

|
ONT3B483 ———————= l !

ONTIa484

ON73EM

L il L l 1 1 ]
L ! I T T Ll 1

0.0120000100 0 0080 00063 0 B0 QU0 0 N0

Figura 2. Aislados de F. proliferatum utilizados para las pruebas de patogenicidad por diferentes métodos de inocula-
cion. A) Arbol filogenético concatenado de los aislados ON738483 (PISIR), ON738484 (P3DR) y ON973801
(P5DR) con los iniciadores ITS 4-ITSS, EF688-EF1521, TUB T1-BT2B. B) Colonizacion del rizoma por el
aislado PISIR, C) crecimiento micelial de Fusarium en anverso y reverso en medio PDA con 7 dias de cre-

cimiento, D) macro y microconidios a 40X. E) Colonizacion del rizoma por el aislado P3DR, F) crecimiento

micelial de Fusarium en anverso y reverso en medio PDA con 7 dias de crecimiento, G) macro y microconidios

a 40X. H) Colonizacion del rizoma por el aislado PSDR, I) crecimiento micelial de Fusarium en anverso y

reverso en medio PDA con 7 dias de crecimiento, J) macro y microconidios a 40X.

Pruebas de patogenicidad. Con el método de inoculacion mediante papel absor-

bente, se evidencio distribucion del indculo tinicamente en la parte de contacto del
rizoma con papel filtro (Figura 3 B). Resultado coincidente con lo reportado por

Gonzalez-Cruces et al., 2024. Vol. 42(1): 2.
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Figura 3. Métodos de inoculacion con aislados de Fusarium en rizomas de esparrago. A) Inmersion de rizoma por 12

h; B) Inoculacion con papel filtro; C) Inmersion de rizoma por 30 min, mostrando el rizoma suspendido por

malla desinfestada y papel absorbente htimedo dentro de una caja cuadrada estéril; D) Rizoma por el método

inmersion por 12 h E) Rizoma por el método inoculacidon con papel filtro F) Rizoma por el método de inmer-

sion por 30 min.

Cardona-Piedrahita y Castafio-Zapata (2019) los cuales utilizaron discos de agar
con crecimiento micelial de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en contacto con
la raiz de Solanum lycopersicum. El método de inoculacion por inmersion por 30
min mostrd crecimiento micelial uniforme de tonalidades blancas concentrado en
el rizoma, debido a que este tejido es un reservorio importante de fuentes de carbo-
no con alto contenido de carbohidratos, esto explica la colonizacion de F. prolifera-
tum concentrada en el rizoma, ya que, si bien es cierto que en la raiz hay contenido
de nutrientes, en el rizoma por ser un sitio de organogénesis hay niveles mas altos
de carbohidratos y aminoacidos (Farahani-Kofoet et al., 2020).

En el método de inmersion en tubos de ensayo por 12 h ocurrié la misma colo-
nizacion centrada en el rizoma; sin embargo, present6 una actividad fermentativa
derivada de la ausencia de oxigenoy por lo tanto una pérdida en la estructura de
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pared celular del rizoma por efecto de hidrolisis (Corrales ef al., 2015), mostrando
una maceracion de la epidermis por este efecto. En este método, la maceracion in-
terfirid con la colonizacion de los aislados de F. proliferatum (Figura 3 D).

Determinacion de severidad. La comparacion de medias de los diferentes méto-
dos de inoculacion, mostraron que la presencia de necrosis y colonizacion del rizo-
ma se expreso en el método de inoculacion por 12 h (17.5%), seguido del método
de inmersion por 30 min (16.1%), papel filtro (6.5%) y testigo (0.3%). Este ultimo
present6 oxidacion natural del rizoma por ausencia del medio edafico (Figura 4).

74 73

oPF1EIR
oPsDR
oP30R

04 gz D3

Papel filtro Inmersién 30 minutos  Inmersién 12 horas Testigo

Figura 4. Porcentaje de severidad de tres aislados de F. proliferatum en esparrago bajo tres métodos de inoculacion y

un testigo sin inocular.

Los resultados indicaron que el aislado P3DR fue el mas severo (7.6% en papel
filtro y 18.9% por el método de inmersion por 12 h) en todos los métodos eva-
luados, superando en promedio por 3.0 y 0.7 % al aislado PSDR y P1SIR (Figura
4). Angel-Garcia et al. (2018), evaluaron diferentes métodos de inoculacion de
Fusarium solani f. sp. passiflorae en plantulas de maracuya (Passiflora edulis),
donde obtuvieron un 100% de severidad de la secadera del maracuya a los 6 dias
de la inoculacion con el método de inmersion. En esta investigacion, se obtuvo una
severidad inferior al 19%; no obstante, se confirma el potencial de los aislados para
inocular y causar sintomas, confirmando la patogenicidad de los tres aislados de F
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proliferatum colectados en parcelas productoras de esparrago en Atenco, Edo. de
Meéxico. La colonizacion en los rizomas de esparrago en este experimento corres-
pondid a lo reportado por Stephens y Elmer (1988) y Farahani-Kofoet ez al. (2020).

De acuerdo con en el analisis de medias por el método de LSD de Fisher, se
agruparon los tratamientos de inmersion (30 min y 12 h) en un bloque y el trata-
miento por papel filtro y testigo en otro grupo. Por otro lado, entre los aislados de F.
proliferatum se agruparon un grupo a PSDR y P1SIR, mientras que P3DR en otro
grupo. Esto se confirma en la figura 4, donde se observa menor severidad de este
ultimo aislado en comparacion con los aislados PSDR y P1SIR. La variacion de se-
veridad se ha reportado como factor de patogénesis, mencionando que este compo-
nente esta estrechamente relacionado con la produccion de enzimas degradadoras
de la pared celular de la planta como factor de patogénesis para tener contacto con
las fuentes de carbono del rizoma (Farahani-Kofoet et al., 2020).

Se determiné que el aislado P3DR fue el mas severo de acuerdo con la coloni-
zacion y determinacion de pixeles observados en los experimentos de métodos de
inoculacion. Aunque los métodos de inoculacion empleados en este estudio indu-
jeron colonizacion de F. proliferatum en los rizomas, el método de inmersion de
rizomas por 30 min fue el mas efectivo.

Los aislados colectados en esta investigacion se registraron con los I.D. de acce-
siones ON738484 (P3DR), ON973801 (P5SDR) y ON738483 (P1SIR) en el banco
de genes del NCBI.

Aplicando criterios morfologicos, genomicos y patogénicos se identificé Fusa-
rium proliferatum como el agente causal de la pudricion del rizoma del esparrago
(Asparagus officinalis) en el genotipo Sulken en el municipio de Atenco, Edo. de
Meéxico. Este es el primer reporte de este hongo en el Edo. de México. Esta infor-
macion permitird operar bajo el principio de prevencion y establecer medidas de
manejo en parcelas productoras de esparrago en la zona.
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